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真空处理 10 min +0.5 Pa；共培养时在固体培养基上添加无菌滤纸，并在愈伤
组织周围滴加 1-2μL液体培养基（含 100 μmol/L AS），25℃，光照 12 h，共









培养基是 MS+Casamino acids（500 mg/L）+ ABA(2 mg/L) +KT(2 mg/L)；最适合佳禾
早占的分化培养基是 MS+Casamino acids（500mg/L）+6-BA(2mg/L)+NAA(0.2mg/L)，
同时发现添加 2.5 mg/L的多效唑（MET）、12 g/L的高浓度琼脂粉及 5 g/L的
活性炭固化培养对愈伤组织的分化有明显的增效作用。 
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Rice(Oryza sativa L.), one of the most important crops, afforded as food for 1/3 
world population. The automatic senescence inhibition system, constructed by fusing 
senescence specific promoter with IPT gene, is applied by Agrobacterium-mediated 
ways to the transformation of two species of rice:Zhonghua8 and Jia-he-zao-zhan. 
The aim of this experiment is to establish efficient transgenic system for them and 
make high production by improve their photosynthesis quality in later-growth-stage. 
Also, we want to made some basis for further research. The main results are as below: 
1. Established and optimized Zhonghua8 and Jia-he-zao-zhan genetic 
transformation system by using matured embryo. The chimeric PCaMV35S-GUS and 
PSAG12-IPT genes were transformed into Zhonghua8 and Jia-he-zao-zhan mediated by 
Agrobacterium tumefaciens.  Add 100μmol/L AS and vacuum the Agrobacterium 
solution for 10 min +0.5 Pa is high efficiency. Also, it is useful to laid up a piece of 
non-bacterium filter paper onto co-cultured medium and add some liquid 
medium(contain 100μmol/L AS) around the calli. By this way, 70% of Zhonghua8 
and 62% of Jia-he-zao-zhan’ calli get instantaneous expression of GUS reporter gene, 
and 66% of Zhonghua8 and 54% of Jia-he-zao-zhan’ calli get stable expression. PCR 
analysis showed that Hygr tissue had positive band; PCR-Southern indicated that it 
was the fragment of PSAG12. 
2. Long term of continuous-screening was adopted to select transformes 
tissue(Zhonghua 8 Hyg 50 mg/L; Jia-he-zao-zhan Hyg 40 mg/L). The appearance of 
green point was obviously increase when the tissue was deal with the ip before they 
transformed to the regeneration culture medium. And we found the best regeneration 















+KT(2 mg/L); the best one for Jia-he-zao-zhan is MS+Casamino acids（500 mg/L）
+6-BA(2 mg/L)+NAA(0.2 mg/L). Meanwhile ,we test the effect of MET, High 
density of agar and Carbon powder in the regeneration culture medium. 
3. We obtain 8 Zhonghua 8 regeneration bulbils which resistance to Hyg. 2 of 
them are transplanted and survived, one of them is dead and other 5 are cultured in the 
condition of non-bacterium. GUS, PCR, Southern-blot and Southern analysis for the 
survivals showed that the foreign gene hadn’t been intigrated into one of Zhonghua 8 
chronosome. 
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略  缩  词 
 
 
IPT(isopentenyl transferase) 异戊稀基转移酶 
Cef (cefotaxime sodium) 头孢噻圬钠 
Hyg (hygromycin B) 潮霉素 B 
HPT (hygromycin phosphotransferase) 潮霉素磷酸转移酶 
Kan (kanamycin) 卡那霉素 
AS (3,5-dimethoxy-4-hydroxy acetophenone) 乙酰丁香酮 
GUS (β-glucuronidase) β-葡糖醛酸糖苷酶 
6-BA (6-benzylaminoppurine) 6-苄基氨基嘌呤 
ABA （Abscisic acid） 脱落酸 
KT (kinetin) 激动素 
NAA (Naphthalene acetic acid) 萘乙酸 
IAA（Indole-3-acetic acid） 吲哚乙酸 
IP 异戊稀基腺嘌呤 
MET(Multi-Effect-Triazole) 多效唑 
BSA (bovine serum albumin) 牛血清白蛋白 
LB Luria-Bertani培养基 
2,4-D (2,4-dichlorophenoxy acetic acid) 2,4-二氯苯氧乙酸 
Npt-II (neomycin  phosphotransferase-II) 新霉素磷酸转移酶 
CTAB (cetyltriethylammonium bromide) 十六烷基三甲基溴化铵 
PCR (polymerase chain reaction) 聚合酶链式反应 






























大年 1995，Joachim 1996，Oard 1996)。因此, 水稻产量是直接关系到人类生存
与发展的重大问题。 
1996年，世界人口接近 60亿，水稻年产量为 5.5亿吨（张蕙杰 1997），到





(Magnaphortha oryzae)、纹枯病(Rhizoctonia solani)、白叶枯病(Xanthomonas oryzae 
pv. Oryzae)、线虫病(Meloidogyin incognita)、病毒病、二化螟（Chilo suppresalis）、
褐飞虱(Nilaparvata lugens)、黑尾叶蝉（Nephotettix virescens）、稻瘿蚊（Orseolia 
oryzae）等和不良气候、环境(逆境)等因素的影响，严重制约了水稻的产量（王




































粒（颜昌敬 1979, 傅亚萍 2001）、胚囊（赵成璋 1982）、原生质体（周娥 1981）、
幼胚（李向辉 1986）、幼穗（杨福 1994）、根（Lai 1982）、花药（赵成璋 1980）、
单倍体微芽（杨长登 1998）诱导出水稻愈伤组织及再生植株。其中使用水稻幼
穗、幼胚、花粉粒、花药的方法因诱导率高、质量好而被广泛应用于水稻的遗传






































1.2.2 植物叶片衰老的特异表达基因  
研究证明：叶片衰老是一个主动的受特定基因调控的过程。衰老相关基因
（Senescence-associated gene  SAG）是指 mRNA丰度与衰老程度呈正相关的一
类基因。近年来，植物分子生物学技术的发展，尤其是 mRNA 检测技术如差别
显示（mRNA differential display  RT-PCR、DDRT-PCR）、Northern blot 、差异
筛选(differential screening)、减式杂交（substractive hybridization）、吸收探针








































表 1 目前已知的部分衰老相关基因（SAG） 
Tab.1 Some senescence-associated genes 
植物名称 衰老相关基因或克隆 蛋白质性质 文献 
水稻 GS1基因（胞质内） 谷氨酰氨合成酶 Kamachi等 1992 
 GS2基因（叶绿体内）   
 Atgsr2 谷氨酰胺合成酶 Kawakami等 1988 
拟南芥 RNS2基因 核糖核酸酶 Taylor等 1993 




 SAG101 酰基水解酶 He等 2002 
 BFN1 核糖核酸酶 I Miguel等 2000 
小麦 RNase基因 RNase Blank等 1991 
萝卜 din1基因 类 PR1蛋白 Azumi等 1991 
 Atgsr2 谷氨酰胺合成酶  
番茄 PTOM（13，36，66） 受乙烯调节 Davies等 1989 
 PTOM（75，96，99）   
 PTOM（129，137）   
黄瓜 MS基因 苹果酸合成酶 Graham等 1992 
 ICL基因 异柠檬酸裂解酶  
 pBPCK-7A 磷酸稀醇式丙酮酸羧化酶 Kim等 1994 
南瓜 异柠檬酸裂解酶基因 异柠檬酸裂解酶  
 苹果酸合成酶基因 苹果酸合成酶 Bellos等 1991 
油菜 LSC（54，94，7，99，
8，28） 
LSC54类似金属硫蛋白基因 Buchanan等 1994 
 LSC790 半胱氨酸蛋白降解酶  
 LSC760 天冬氨酸蛋白降解酶  
 LSC101 果糖-1，6-磷酸醛缩酶  
 LSC540 甘油醛-3-磷酸脱氢酶  
椰菜 Bo-ACO3基因 氨基环丙烷氧化酶 Yang等 2003 
马铃薯 SPA15，SPC9  Yap等 2003, 
Miller等 1999 
 SPG（27，31） 半胱氨酸蛋白酶 Chen等 2002,  
Miller等 1999 
 SPC（25，15，20，1） 半胱氨酸蛋白酶 Miller等 1999 
 UB17 泛素  
大麦 HPD 羟基苯丙酮酸盐加双氧化酶 Falk等 2002 
玉米 See（1，2）基因 半胱氨酸蛋白降解酶 Smart等 1995 
 See3 丙酮酸正磷酸激酶 Smart等 1995 
 Ts2 乙醇脱氢酶 Delong等 1993 
































表 2 曾与 IPT基因融合构建的启动子 
Tab.2  All kinds of promoter for IPT gene 
 
启动子的种类 IPT基因表达强度 表达部位 文献 
热激诱导启动子： 
hsp70 
热激促进表达 叶、茎、根 Smigochi 1991
花椰菜花叶病毒启动子： 
CaMV35S 
CTK过量表达  Smigochi 1991
生长素诱导小分子RNA启动子：
SAUR 
 叶柄、叶、茎 黄永红等 2000
天然启动子 CTK含量稍高于正常植株 瘤状物 Smigochi 1989
绒毡层特异表达启动子： 
TA29 








 Gan等 1995 
 
马庆虎等 1994
铜诱导启动子   Marian 1998 
光诱导启动子：rbcS-3A   Thomas 1995 
果实特异性启动子：P2A12   Mao等 2002 
四环素诱导启动子    


























数提高 60%，种子产量提高 50%，生物量提高 40%。其它性状如植株高度、主
茎叶片数和始花期与对照基本一致。1998 年，付永彩等人，利用基因枪法将嵌








图 1  自我调控延缓叶片衰老系统策略 






























分为物理方法和化学方法两大类(明小天等 1994, Li 1992)。 
物理方法  利用物理因素作用于植物细胞壁和细胞膜，使外源 DNA分子直
接进入细胞。如电击法（Fromm 1985）、外源基因直接注射法(周光宇 1988)、显
微注射法(Neuhaus 1987)、激光微束穿刺法(王兰岚 1995)。 
化学方法  以一定的化学试剂作为诱导剂转化原生质体，如 PEG 法(Chu 






















































1.3.1.3.1 农杆菌 T－DNA转移及致瘤原理 
1979年，Chilton等发现根癌农杆菌感染植物细胞后，Ti质粒（Tumor-inducible 
plasmid）上一段含有致癌基因的 DNA会自动整合到植物基因组中，致病基因表 
达后，植物细胞恶性增生成为肿瘤细胞，这段 DNA 被称为 T－DNA（Transfer 
DNA）。根癌农杆菌和 Ti质粒可被用于构建植物基因工程载体。 
根癌农杆菌 Ti的致瘤过程需要如下条件：(1) 植物的损伤信号及环境因子；
(2) 菌体的识别和附着位点；(3) Ti质粒的必需组成元件，包括 T－DNA区域和
























Ti质粒的必需组成元件   Ti质粒为 160～250 kb的大质粒，所有 Ti质粒都
包含两个重要的功能区段：T－DNA区和致毒(Vir )区。 
位于根癌农杆菌染色体上的一些其他遗传座位   这些基因在致瘤过程中具
有决定农杆菌细胞表面特性和调控Ti质粒Vir基因的表达的作用（曾荣华 2001）。 
 




一是共整合载体系统(Cointegrated vector)，一是双元表达载体系统(Binary vector). 
共整合载体系统   包括 Ti 质粒和中间载体两部分。Ti 质粒一般去除 Onc
基因；中间载体通常为一小分子量的 E.coli质粒，可通过体外遗传操作便利地将
外源基因插入到相应的限制性位点。中间载体与改造 Ti质粒的 T－DNA区有部
分同源性，通过同源重组，外源基因与中间载体一起整合入 Ti 质粒的 T－DNA
同源区域内。但是共整合载体系统的农杆菌的转化效率很低。 
双元表达载体系统   主要包括两个部分：一部分为卸甲 Ti 质粒，这类 Ti
质粒由于缺失了 T－DNA 区域，完全丧失了致瘤作用，主要是提供 Vir 基因功
能，激活处于反式位置上的 T－DNA 的转移。另一部份是微型 Ti 质粒(Mini-Ti 
plasmid)，它在 T－DNA左右边界序列之间提供植株选择标记如 NPTII基因以及









































表 3 水稻抗性转基因研究中的主要外源基因 
Tab.3 Main foreign genes using in rice research 
基因 名称 作用 应用文献 
Xa21 抗白叶枯病基因 抗水稻白叶枯病 Tu 1998 
Cecropin B 抗菌肽 B基因 抗水稻白叶枯病、细条病 黄大年 1997 
TchiB 几丁质酶基因 抗水稻纹枯病等 何迎春 2002 
Pib 抗稻瘟病基因 抗水稻稻瘟病 Wang 1999 
OC-I-ΔD86 半胱氨酸蛋白酶抑制剂基因 抗线虫 Vain 1998 
CP 外壳蛋白基因 抗病毒病 Kouassi 1992 
Pin2 马铃薯蛋白酶抑制剂基因 抗虫 Potrykus 1990 
CpTI 豇豆胰蛋白酶抑制基因 抗虫 李永春等 2002 
CryI A(c) Bt毒蛋白基因 抗鳞翅目昆虫 李永春等 2002 
GNA 雪花莲凝集素 抗虫 Sun等 2002 
bar 抗草丁磷基因 抗 PPT除草剂,选择标记基因 Oard 1996 

































































菌生理小种具有高抗表现的 Pib 基因，用 PEG 法转化感病品种，得到 496 株转








1997 年，严成其等通过花粉管通道法将含 Xa21广谱抗白叶枯病的 1188(美国品
种)外源 DNA 转入到 1067 等 7 个品种中，经检测部分供体 DNA 已整合到受体
品种(系)中。1998年，Tu等通过基因枪法将 Xa21基因导入水稻品种 IR72，获得
抗白叶枯病的转基因植株。2002年，王爱菊等首先成功地将 Bt基因连同抗除草
剂 bar 基因导入栽培水稻品种中国 91，选育出纯合稳定的株系 T91 系，然后将
T91 系与黄淮区主栽品种豫粳 6 号杂交，选育出纯合稳定、综合性状优良的转
Bt基因株系 C48，再利用农杆菌介导的转化系统将 Xa21基因转入 C48，获得了
双抗(螟虫、白叶枯病)转基因水稻。 
2001 年，许新萍等将水稻碱性几丁质酶基因(RC24)导入优良籼稻品种竹籼
B，获得同时抗稻瘟病和纹枯病的转基因品系竹转 68 和竹转 70 以及 43 个转基
因纯合株系，并且可以稳定在 R0代至 R6代中得到表达；Kexuan（2001）等将
从甜胡椒中克隆的铁氧还蛋白基因（AP1）转入水稻，获得了 27 株抗革兰氏阴
性菌稻黄单胞菌（Xanthomonas oryzae pv. Oryzae,Xoo）的植株，证明 AP1基因对
于防止水稻白叶枯病是有效的。。 
病毒外壳蛋白抗病毒病转基因水稻的成功例子有：1991 年日本获得水稻品
种 Kinuhikari Nipponbai转 RSV的 CP基因工程植株，接种实验结果表明，转基
因植株在 2-3 周后，只有 3%～5%的发病率，而对照植株的发病率为 95.5%～
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